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論文内容要旨
 グラム陰性菌のβ一ラクタム剤に対する主な耐性要因としては,酵素による不活化,菌体膜透
 過障害,標的酵素の変異等が考慮されている。なかでもβ一ラクタマーゼによる不活化は最も顕
 著な耐性要因として知られており,各菌の産生するβ一ラクタマーゼの種類,基質特異性および
 その作用様式については詳細な検討がおこなわれている。一方,Rプラスミドが関与するβ一ラ
 クタム剤耐性は,Rプラスミド遺伝因子由来のβ一ラクタマーゼによることも周知の事実である。
 しかしながら,一方では,Rプラスミドが酵素による不活化以外の機構で薬剤耐性に関与してい
 る可能性を示唆する報告がいくつかなされている。私も最近,伝達性のRプラスミドがβ一ラク
 タマーゼ産生以外にβ一ラクタム剤の菌体膜透過性にも関与している可能性を示唆する知見を見
 い出した。この知見は,Rプラスミドが関与する新しいタイプの耐性機構として注目されること
 から今回,私はこのRプラスミドの発見経維と得られたいくつかの興味ある知見について報告
 する。
 実験には,8甜r面向吻俳。θs6θη3の臨床分離株4株(13039,13090,13093,14093)を
 用いた。これらの菌株のRプラスミドは定法に従い脱落および伝達試験によって確認した。すな
 わちRプラスミド脱落はアクリフラビン処理法を用い,伝達は,Esohθプ∫oh∫σoo〃K-12
 (RFP「),忍`ol'15046(RFP「),および3.耀。〆。召s66%313031(RFP「)を受容菌とし
 た接合伝達法を用いた。これらのRプラスミド脱落株および受容株に対する各β一ラクタム剤の
 透過性は,沢井ら(J・Antibiotics,30,1134,1977)の方法に従って測定した。またこれら
 の菌株の各種抗生物質に対する感受性は,ハートインフュージョン寒天培地(HIA:栄研)を用
 いた寒天平板希釈法で測定し,β一ラクタマーゼ活性はPerretのヨード法およびNovickのミ
 クロヨード法を用いて測定した・
 伝達性のRプラスミドを保有する3.駕併。θ30θηsの臨床分離株4株(13039,13090,13093,
 14093)は・アンピシリン(ABPc)・セファロリジン(cER)に対し・いずれも1,600μ9/説
 以上の高度耐性を示した。これらの菌株から,Rプラスミドを除去すると,いずれの菌株もAB
 PC耐性は著しく減少したが,CER耐性の減少は13039,および13093株でのみ認められ13090,
 および14093株では認められなかった。一方,Rプラスミドを保有する4株は,ABPC,CER
 に対して,いずれ.も高いβ一ラクタマーゼ活性を示し,Rプラスミド除去によりそれらの活性は
 著しく低下したが,活性の減少率には特に顕著な差異は認められなかった。またこれらのRプラ
 スミドに由来するβ『ラクタマーゼの基質特異性にも顕著な差異1ま認められず・Rプラスミド脱
 落によるCER耐性減少の相違にはβ一ラクタマーゼ以外の耐性要因の可能性が示唆された。一
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 方,Rプラスミド除去前後株のCER透過性にういて沢井らのsl/s2測定法を用いて検討したと
 ころ,13090,14093株では,Rプラスミドを除去してもその透過性には全く変化が認められな
 かったのに対し,13039,13093株では著しい透過性の上昇が認められた。すなわち,後者2株
 の保有するRプラスミドは,β一ラクタマーゼ産生とともにCERの菌体膜透過性にも関与し,
 しかもそれがCER耐性にも影響を与えている可能性が示唆された。'この現象はS。灘roθ30伽3
 13031(RFP「),E.oo'∫K-12(RFP「),およびE.oo1ガ15046(RFP「)を宿主菌とした
 接合実験でも確認された。すなわち,13093株の保有するRプラスミドのみが1x10-9の頻度で
 も且oolfK-12(RFP「)への伝達が認められなかったが,その他の伝達系ではそれぞれ8×1♂
 以上の高頻度でRプラスミドの伝達が認められ,しかも,13039,および13093株からRプラス
 ミドを受容した各宿主菌は,CERに対し,著しい透過性減少を示した。これに対し,13090,
 14093株からの受容ではその減少は全く認められなかった。一方,Rプラスミド13093は,試験
 した他のセファロスポリン剤:セファゾリン(CEZ),セファロチン(CET),セファレキシン
 (CEX)に対してもCERと同様に宿主菌に透過障害を与え,さらにそれと伴にそれらに対する
 耐性値も上昇させたが,ベンジルペニシリン(PCG),スルベニシリン(SBPC)等のペニシ
 リン剤に対しては全く透過障害を与えず,このRプラスミドの透過性関与はセファロスポリン剤
 に特有であることが示された。
 Rプラスミドによる耐性伝達は,菌株間で容易に伝達することが知られており,今回得られた
 知見は今後のβ一ラクタム剤の耐性菌動向を考慮する上で重要な示唆を与えるものであると考
 える。
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 審査結果の要旨
 細菌感染症において抗生物質投与における薬剤耐性の出現は重要な問題である。その中でグラ
 ム陰性歯に対するβ一ラクタム剤の耐性機構としてβ一ラクタマーゼによる不活化が主たる耐性
 要因になっていることが知られている。ところが筆者は伝達性のR一プラスミドがβ一ラクタマ
 ー ゼ産生以外にβ一ラクタム剤の菌体膜透過性に関与することをはじめて見出し,新しいタイプ
 の耐性機構を提唱した。
 得られた実験事実を簡単にまとめると次のようになる。
 1)伝達性のR一プラスミドを保有するSerratiamarcescensの臨床分離株4株(13039,
 '13030,13093,14093)はアンピシリン(ABPC)セファロジン(CER)に対していずれも
 高度耐性を示した。これらの菌株からアクリフラビン処理によりRプラスミドを除去すると,
 ABPC耐性を著しく減少したが,CER耐性の減少は13039,13093でのみ認められ,13090,
 14093株では認められなかったgCER耐性が減少した前者2株はRプラスミド除去によりβ
 一ラクタマーゼ活性の減少とともにCERに対する膜透過性の低下も同時に認められた。すなわ
 ちS・marcescens13039,13093株の保有するRプラスミドはβ一ラクタマーゼ産生ととも
 にCERの菌体膜透過性にも関与していることを示唆した。さらにこの現象はS・marcescens
 13031,E.coli15046,E。coliK-12を宿主菌とした接合実験により確認した。すなわち各
 宿主菌は13039,13093株からのRプラスミドを受容によりCERに対して著しい透過性の低下
 を示した。
 2)次にRプラスミド13093は他のセファロスポリン剤に対しても同様に透過性障害を示した
 が,ペニシリン剤に対しては全く透過性障害を示さず,このRプラスミドの透過性関与はセフ
 ァロスポリン剤に特有であることを示した。
 3)更にS.marcescens,Klebsiellapneumoniae,Enterobactercloacae,E,coliの
 臨床分離株を用いた疫学的解析を行ったところ,E.coliは認められなかったが,S.marces-
 censでは104株中3株に,K.pneumoniaeでは81株中9株に,E・cloacaeでは12株中5
 株に透過性に関与したプラスミドが認められ,この種のRプラスミドが臨床分離株に広く分布
 していることを発見した。
 以上本論文は細菌に対する抗生物質の耐性機構に関して新知見を見出したものであり,学位授
 与に値するものと認める。
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